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POUZIT:

BIOPHEN™ DiXal souprava je chromogenni anti-Xa test pro In Vitro
kvantitativni stanoveni pfimych inhibitor( faktoru Xa (DiXals), jako je
Rivaroxaban, Apixaban nebo Edoxaban, v lidské citratové plazmé (nebo
v Cisténém roztoku) za pouZziti manualni nebo automatizované metody. Tato
metoda neni uréena pro nepfimé inhibitory FXa, jak jsou napf.
Fondaparinux nebo hepariny.

SOUHRN:

Technicky:

BIOPHEN™ DiXal souprava je uréena pro dvou-krokovou chromogenni
metodu specifickou pro pfimé inhibitory FXa. Metoda neni citlivda na
hepariny (UFH a LMWH).

Klinicky:

Méreni koncentrace pfimého inhibitoru FXa mlze byt uZitecné v nékterych
klinickych situacich u nemocnych lé¢enych pfimymi inhibitory FXa — napt.
pfi akutni chirurgii, v situacich s rizikem krvaceni, pfi nehodach, u pacientt
strombotickymi a krvacivymi potizemi nebo pfi podezieni na
predavkovanit4,

PRINCIP STANOVEN:I:

BIOPHEN™ DiXal je chromogenni metoda zaloZena na inhibici konstantniho
a vnadbytku pfidaného mnoistvi faktoru Xa (FXa) testovanym DiXal a
hydrolyzou na FXa specifického chromogenniho substratu zbylym FXa.
Uvolni se pNA a jeho mnoiZstvi je pfimo Umérné aktivité zbylého FXa. Je zde
tedy nepfimd zavislost mezi koncentraci DiXal vtestovaném vzorku a
intenzitou zabarveni odpovidajictho mnozZstvi uvolnéného pNA. Zména
zbarveni se méfi pfi vinové délce 405 nm.

[DiXal] + [FXa (nadbytek) ] - [FXa-DiXal] + [zbyly FXa]
[FXa (zbyly) + substrat] = Peptid + pNA

REAGENCIE:

Reagent 1: FXa (h): Cisté&ny lidsky FXa, lyofilizovany v pfitomnosti
stabilizator(, Tris a BSA.

3 x 2,5 ml lahvicky

Reagent 2: Substrat: FXa specificky substrat (CS-11(65)) lyofilizovany.

3 x 2,5 ml lahvicky

Reagent 3: Pufr: Tris-NaCI-EDTA reakéni pufr s pH 7,85, obsahuje 1%
PEG a azid sodny (0,9 g/l) jako konzervaéni pfisadu. Obsahuje latku
neutralizujici heparin.

4 x 20 ml lahvicky

Koncentrace Faktoru Xa je nastavena pro kazdou 3arZi reagencii, aby se
doséhlo optimalni reaktivity a linearity pro méreni.

UPOZORNEN({

e Neékteré reagencie vsoupravé obsahuji material lidského a zvifeciho
puvodu. Plazma pouZitd k vyrobé takového materidlu byla testovana
registrovanymi metodami a shleddna negativni na pfitomnost protilatek
HIV 1, HIV 2 a HCV a antigenu Hepatitidy B. Pfesto Zzadnd metoda
testovani nemuze kompletné vyloudit pfitomnost infekénich agens.
Proto musi byt tyto reagencie povaZzovany za potencionalné infekcni se
vSemi odpovidajicimi bezpeénostnimi opatfenimi.

e Azid sodny muZe reagovat s olovénym a médénym potrubim za vzniku
vysoce explozivnich azidd kovd.

e Odpadni materidl zlikvidujte dle lokalnich smérnic o zachazeni
s odpadem.

e Pouzivejte pouze reagencie ze souprav o stejné sarzi.

e Studie stability prokazaly, Ze reagencie mlZe byt pfepravovana za
pokojové teploty po kratky ¢as bez jejiho poskozeni.

e Pouze pro poufiti In Vitro.
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PRIPRAVA REAGENCIi:

Reagencie jsou lyofilizovédny pod vakuem v jejich lahvickach. Vyvarujte se
ztraty lyofilizatu pfi otevirani lahvicky.

Rozpustte obsah kazdé lahvitky pFesné s 2,5 ml destilované vody.
Dobfe promichejte, dokud se produkt Uplné nerozpusti. Zamezte tvorbé
pény a ihned po zamichani reagencii vloZte do analyzatoru podle instrukci
pfistroje.

Pro manudlni metodu méreni nechte reagencii stabilizovat 30 minut pri
pokojové teploté (18-25°C), homogenizujte pred pouZitim.

Pfipraven k pouZiti. Pfed pouZitim nechte stabilizovat po dobu 30 minut
za pokojové teploty(18-25°C), promichejte pred kazdym pouZiti.

SKLADOVANI:
Reagencie musi byt skladovana pfi 2-8°C ve svém originalnim obalu. Je pak
stabilni do data expirace uvedeného na krabicce.
Stabilita rozpusténé reagencie, pokud je zabranéno kontaminaci nebo
vysychani a pokud je uchovavana v uzaviené lahvicce, je:

. 15 dni pfi teploté 2-8°C

e 7 dni pfi pokojové teploté (18-25°C)

. 2 mésice zamrazena pfi teploté -20°C nebo nizsi*

e Stabilita v analyzatoru: viz specificka aplikace.

Stabilita rozpusténé reagencie, pokud je zabrdnéno kontaminaci nebo
vysychani a pokud je uchovavana v uzaviené lahvicce, je:

. 2 mésice pri teploté 2-8°C

e 7 dni pfi pokojové teploté (18-25°C)

. 2 mésice zamrazena pfi teploté -20°C nebo nizsi*

. Stabilita v analyzatoru: viz specificka aplikace.

Stabilita reagencie po otevieni, chranéné pred kontaminaci a
odpafovanim, uzavienég, je:

. 2 mésice pfi teploté 2-8°C

e 7 dni pfi pokojové teploté (18-25°C)

. Stabilita v analyzatoru: viz specificka aplikace.

*Rozmrazujte pouze jednou, co nejrychleji, pfi 37°C a ihned poufZijte.

Zluté zbarveni zna&i kontaminaci substratu. Reagencii znehodnofte a
nacnéte novou lahvicku.

REAGENCIE A MATERIAL POTREBNY, ALE V KITU NEOBSAZENY:
Reagencie:
. Destilovana voda.
. Kyselina octova (20%) nebo kyselina citronova (2%) pro end
point metody.
. Kalibracni plazma suréenou hladinou testovaného DiXal,

napftiklad:
BIOPHEN™ BIOPHEN™ BIOPHEN™
Kalibrator | Apixaban Rivaroxaban Edoxaban
Calibrator / Low | Calibrato / Low Calibrator / Low
Kat. cislo 226201 /226101 | 222701 /226001 226501 / 226401
BIOPHEN™ BIOPHEN™ BIOPHEN™
Kontroly Apixaban Rivaroxaban Edoxaban Control
Control / Low Control / Low / Low
Kat. cislo 225301 /225201 | 224501 /225101 225501 /225401

Odkazte se na specifickou aplikaci pro pouzity analyzator.
Material:

. Spektrofotometr,

fotometr

nebo automatické pfistroje pro

chromogenni testy s vinovou délkou detekce 405 nm.
. Vodni lazen.
. Kalibrované pipety, stopky.
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PRIPRAVA PLAZMY A ODBER VZORKU:

Krev (9 dild) by méla byt opatrné odebrana do antikoagulantu citratu tri-
sodného (1 dil; 0,109 M, 3,2%) pfimou venepunkci. Prvni zkumavka by méla
byt znehodnocena.

Pfiprava a skladovani vzorkd se provadi dle lokalnich doporuceni (v USA
smérnice CLSI H21-A5)°.

Pro informace o skladovani plazmy se odkazte na reference’.

PROVEDENI TESTU:

Souprava muzZe byt pouZita pro automatizovanou kinetickou metodu nebo
manualni (end-point) metodu. Test se provadi pfi 37°C a vysledek se méri
pfi 405nm.

Aplikacni protokoly pro automatizovanou metodu jsou dostupné na
vyzadani. Odkazte se na specificky aplikacni protokol pro Vas analyzator.

Stanoveni Rivaroxabanu

1. Pripravte kalibratory a kontroly dle doporuceni v ptibalovych letacich
specifickych reagencii. Kalibracni plazmy by mély byt nafedény pufrem R3
tak, jak je popsano nize v tabulce.

3. Postupujte nasledovné — méreni v plastovych zkumavkach pfi 37°C:

Reagencie Objem
Kalibratory, testovana plazma, kontroly fedéné v R3 200 pl
R1:Lidsky FXa, predehraty na 37°C 200 pl
Promichejte a inkubujte 1 minutu pfi 37°C, potom pipetujte:

R2: Substrat predehfaty na 37°C | 200 pl

Promichejte a inkubujte 45 pfesné sekund pfi teploté 37°C

Reakci zastavte pfidanim:

Kyselina citronova (2%)* | 400 pl

Promichejte a méfte absorbanci pfi vinové délce 405 nm proti slepému
vzorku (blank)

2. Vzorky, kalibratory a kontroly by mély byt fedény pufrem R3:

*nebo kyselina octova (20%). Zluté zbarveni je stabilni 2 hodiny.

Slepy vzorek (blank) ziskidte smichanim reagencii obracenym zplsobem — t.j.
Citronova kyselina (2%) nebo octova 20%, substrat, FXa(h), fedény vzorek.
Absorbanci méfte pri 405 nm, od ziskané hodnoty absorbance odectéte
hodnotu absorbance slepého vzorku.

Stanoveni Edoxabanu (manudlni metoda):
1. Pripravte kalibratory dle doporuceni v pribalovych letacich specifickych
kalibratordi. Redéni kalibrator( v pufru [R3| dle tabulky nize.

Test Kat. & | Kat. “ | Redéni v R3 diluentu
kalibratori | kontrol 2. Vzorky a kontroly by mély byt fedény pufem [R3| tak, jak je popséno nize:

Rivaroxaban 222701 224501 1/15 = Katalog. Cislo Katalog. Cislo | Redéni vR3
Rivaroxaban 226001 225101 1/3 Kalibrator Kontrola diluentu
Low Range Edoxaban 226501 225501 1/15

1/15 tandardni

/ ) (standardni Edoxaban Low 226401 225401 1/4

Vzorky - - rozmezi) Range

1/3 (nizké rozmezi) 1/15 (standart

Kalibrujte a promérte kontroly kvality. Pfi skladovani za pokojové teploty
(18-25°C) by fedéné vzorky mély byt testovény rychle. Koncentrace kazdé
Sarze kalibrator( a kontrol jsou uvedeny v letacich, které jsou soucasti jejich
baleni.

3. Postupujte ndsledovné - méreni v plastovych zkumavkach pfi 37°C:

Vzorky - - rozmezi)
1/4 (nizké rozmezi)

Po kalibraci ovérte kontrolami kvality kfivku. Pfi skladovéani v pokojové
teploté (18-25°C) testujte nafedéné vzorky rychle. Presné hodnoty
kalibrator( a kontrol jsou uvedeny v pfiloZzeném letaku.

Reagencie Objem 3. Postupujte nasledovné — méreni v plastovych zkumavkach pfi 37°C:
Kalibratory, testovana plazma, kontroly fedéné v R3 200 pl Reagencie Objem
R1:Lidsky FXa, predehtaty na 37°C 200 pl Kalibratory, testovana plazma, kontroly fedéné v R3 200 pl
Promichejte a inkubujte 1 minutu pfi 37°C, potom pipetujte: R1:Lidsky FXa, predehraty na 37°C 200 pl

R2: Substrat predehraty na 37°C | 200 pl Promichejte a inkubujte 1 minutu pfi 37°C, potom pipetujte:

Promichejte a inkubujte 45 pfesné sekund pfi teploté 37°C

R2: Substrat predehiaty na 37°C 200 pl

Reakci zastavte pridanim:

Promichejte a inkubujte 45 pfesné sekund pfi teploté 37°C

Kyselina citronova (2%l) * | 400 pl

Reakci zastavte pridanim:

Promichejte a méfte absorbanci pfi vinové délce 405 nm proti slepému
vzorku (blank)

Kyselina citronova (2%)* I 400 pl

*Nebo kyseliny octové (20%). Vysledné Zluté zbarveni je stabilni 2 hodiny.
Slepy vzorek (blank) ziskdte smichanim reagencii obracenym zplsobem —t.j.
Citronova kyselina (2%) nebo octova kyselina (20%), substrat, FXa(h), fedény
vzorek.

Absorbanci méfte pfi 405 nm, od ziskané hodnoty absorbance odectéte
hodnotu absorbance slepého vzorku.

Stanoveni Apixabanu (manudalni metoda):
1. Pripravte kalibratory dle doporuceni v pfibalovych letacich specifickych
kalibrator(i. Redéni kalibratord v pufru R3] dle tabulky nize.

2. Vzorky a kontroly by mély byt fedény pufem |R3| tak, jak je popsano nize:

Promichejte a mérte absorbanci pfi vinové délce 405 nm proti slepému
vzorku (blank)

Kat. cislo | Kat.cislo X "
Test Kalibratord Kontrol Redéni v R3 diluentu
Apixaban 226201 225301 1/40
Apixaban 226101 225201 1/6
Low Range
1/40 (standardni
Vzorek | - | e rozmezi)
1/6 (nizké rozmezi)

Po kalibraci ovérte kontrolami kvality kfivku. PFfi skladovani v pokojové
teploté (18-25°C) testujte nafedéné vzorky rychle. Presné hodnoty
kalibrator( a kontrol jsou uvedeny v pfilozeném letdku.

*Nebo kyseliny octové (20%). Vysledné Zluté zbarveni je stabilni 2 hodiny.
Slepy vzorek (blank) ziskite smichanim reagencii obracenym zplsobem — t.j.
Citronova kyselina (2%)ebo octova kyselina (20%), substrat, FXa(h), redény
vzorek.

Absorbanci méfte pfi 405 nm, od ziskané hodnoty absorbance odectéte
hodnotu absorbance slepého vzorku.

Vytvorte slepy vzorek (blank) pokud je plazma ikterickd, lipemicka,
hemolyzovana nebo se jeji barva lisi od standardni plazmy.
Pro kinetickou metodu pouZivejte AOD 405 misto OD 405.

Pokud jsou pozadovany vyssi nebo nizsi reakéni objemy, nez jsou uvedené,
musi byt zachovan pomér mezi reagenciemi — koncentrace i objem. UZivatel
je odpovédny za validaci jakychkoli zmén a jejich vlivu na vysledek.

KALIBRACE:
BIOPHEN™ DiXal souprava muze byt kalibrovdna pro analyzu rdznych
inhibitord FXa — Apixabanu, Rivaroxabanu a Edoxabanu. Soupravy

kalibratoru specifickych pro tyto analyty, pokryvajici testovaci rozmezi, jsou
dostupné od vyrobce Hyphen-BioMed (viz REAGENCIE A MATERIAL
POTREBNY, V KITU NEPRITOMNY a mohou byt pouzity pro kalibrace na
testovani téchto specifickych analytd.

Nize uvedena kalibraéni kfivka je pouze ptiklad. Pro méfeni vidy pouzijte
vlastni kalibraci.
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Nizké rozmezi Standartni rozmezi
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PouZiti komercné dostupného kontrolniho materidlu umozni validaci
kalibra¢ni kfivky, stejné tak i homogenni reaktivity v sérii nebo mezi sériemi
testll pfi pouZiti stejné Sarze reagencie.

Pro novou 3arzi reagencii musi byt vytvorena nova kalibracni kfivka. Stejné
tak po kazdé vyznamné udrzbé nebo opravé analyzatoru, nebo kdyz jsou
hodnoty kontrolniho materidlu mimo pfijatelné rozmezi.

Kazda laboratof musi stanovit vlastni akceptabilni rozmezi dle pouZitého
protokolu a pfistroje.

VYSLEDEK:
. Pro manudlni end-point metodu, kalibraéni kiivka s OD405 nm na ose
Y a koncentrace analytu na ose X:
—  Rivaroxaban nizké rozmezi: pouzijte Lin-Log méFitko (ng/ml —
0oD)
—  Rivaroxaban standartni rozmezi: poufzijte Lin-Lin méfitko (ng/ml
—0D)
—  Apixaban: pouzijte Lin-Lin méfitko (ng/ml-OD) pro obé rozmezi
—  Edoxaban nizké rozmezi, pouZzijte Lin-Lin méfitko (ng/ml - OD)
—  Edoxaban standartni rozmezi pouzijte Lin-Log méFitko (ng/ml -
0oD)
. Koncentrace DiXal (v ng/ml) v testovaném vzorku je pfimo odeétena
z kalibraéni krivky, pokud je pouZito standardni fedéni.
. Vysledky by mély byt interpretovany ve shodé sklinickym a
biologickym stavem pacienta.

LIMITY:

. Pro zajisténi optimalniho provedeni testu by mély byt dodrzovany
instrukce validované vyrobcem HYPHEN BioMed.

. Kazda reagencie neobvyklého vzhledu nebo jevici znamky
kontaminace nesmi byt pouzita.

. Plazma neobvyklého vzhledu nebo jevici zndmky aktivace musi byt
znehodnocena.

. Vzorky svysokou koncentraci analytu mohou byt predfedény
normalni poolovanou plazmou. Namérend koncentrace pak musi byt
nasobena dodate¢nym diluénim faktorem.

. V pfipadé, Ze pacientovi je poddvan antidot andexanet alfa jsou
komeréné dostupné reagencie k méfeni anti-FXa aktivity nevhodné®®.
Béhem jejich prdhéhu méfeni se inhibitor FXa odstépi od andexanet
alfa, coz vede k falesné zvysené anti-FXa aktivité a tudiz k podcenéni
ucinnosti andexanet alfa. Data méfeni s BIOPHENT™ DiXal nejsou
dostupna.

OCEKAVANE VYSLEDKY:

Apixaban, Rivaroxaban a Edoxaban se v normalni plazmé nenachazeji.
Terapeutické rozmezi a rozmezi krvacivého rizika by mély byt definovany ve
shodé s lokédlnimi doporucenimi.

Vysledek musi byt interpretovdn spolecné s posouzenim klinického a
biologického stavu pacienta.

CHARAKTERISTIKA:

. Mez stanovitelnosti a rozsah méfeni by mély byt definovana pro
kazdy uZivany analyticky systém.

. Pro standardni rozmezi je kalibraéni rozmezi od cca 0 do 500 ng/ml
Rivaroxabanu / Edoxabanu a od 0 do 600 ng/ml Apixabanu.

. Pro nizké rozmezi je kalibraéni rozmezi od 0 do 100 ng/ml
Rivaroxabanu a od 0 do 120 ng/ml Apixabanu / Edoxabanu.

. Priklad reprodukovatelnosti, ziskany pfi poufZiti pfistroje Sysmex Cs-
série, kontrolniho materidlu a jedné Sarie reagencie. Byly ziskidny
nasledujici vysledky:

Rivaroxaban Apixaban
Mérené rozmezi | O - 500 [0 - 100 [ 0O — 600 | O — 120
(ng/ml) ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml
N CV% | N CV% | N CV% | N CV%
Intra Assay 30 1,5 30 1,7 30 | 1,8 30 | 1,8
Inter Assay 20 2,3 20 2,2 20 | 3,2 20 | 2,9
Edoxaban
Mérené rozmezi | 0 — 500 [ 0O - 120
(ng/ml) ng/ml ng/ml
N CV% | N CV%
Intra Assay 40 2,1 40 2,0
Inter Assay 120 | 2,7 120 | 5,1

. Tento test byl vytvoren tak, aby se wvyloucil vliv interference
plazmatickych faktord. Je kompletné necitlivy na hepariny
v obvyklych koncentracich.

. Test je specificky, senzitivni a nabizi vysokou flexibilitu pro dynamické
rozmezi podle pouZitého pracovniho fedéni.

. Test je kalibrovdn a optimalizovan pro Rivaroxaban / Apixaban /
Edoxaban. Kfivky vytvofené pro Rivaroxaban, Apixaban nebo
Edoxaban pouzivaji koncentraci vjednotkach ng/ml. Pokud je
kalibrace vyjadfena v anti-Xa jednotkdch/ml, nebo pokud je testovan
jiny pfimy Xa inhibitor, musi uZivatel brat v Gvahu specifickou anti-Xa
aktivitu pouzité latky.

. Korelace referentni metody (LCMS :MS proti BIOPHEN™ DiXal
Edoxaban):

Sysmex CS-5100: n = 142 y =1,00x + 13,10 r=0,997
Odkazte se na specifickou aplikaci pro kazdy analyzator.
. Interference: Viz specificka aplikace pro analyzator.
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SYMBOLY:
PouZité symboly a znaky jsou vseznamu ISO 15223-1 standard, viz
dokument Definice Symbolu.

H315: Drazdi kizi.
H319: Zplsobuje vazné podrazdéni odi.
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